La culture du virus de la fièvre aphteuse sur épithélium lingual de bovin en survie. Nouvelle technique permettant une augmentation du rendement en virus : Technique de multiculture by Dubouclard, C. et al.
La culture du virus de la fièvre aphteuse 
sur épithélium lingual de bovin en survie 
Nouvelle technique permettant une augmentation 
du rendement en virus : 
Technique de multiculture 
C. DuBoucLARD, M. RouMIANTZEFF, J. FONTAINE, 
c. MACKOWIAK 
avec la collaboration technique de J. BRocco et M. DuPASQUIER 
J. - INTRODUCTION 
Les essais préliminaires encourageants de HECKE (14), MAIT­
LAND (22) et STRIEGLER (28) ont conduit FRENKEL (6) à étudier la 
multiplication du virus de la fièvre aphteuse sur peau d'embryon de 
bovins, de porcins et d'ovins, puis à mettre au point la culture 
industrielle de ce virus sur explants d'épithélium lingual de bovin 
maintenu en survie (8, 9, 10). 
- Cette technique, utilisée à grande échelle ·par GIRARD et 
MACKOWIAK (13, 21), UBERTINI et Coll. (31, 32), WILLEMS et LEU­
NEN (33), a fait l'objet de nombreuses investigations qui visaient 
essentiellement à rechercher la plus grande quantité possible d'un 
virus doté du meilleur pouvoir immunogène (5, 11, 12, 14, 15, 16, 19), 
notamment en déterminant la durée optimale des cultures de difTé­
rentes souches de virus. 
- Dans nos conditions de culture, Je rendement par celJule, 
en DECP 50*, de l'épithélium lingual de bovin est relativement 
faible par rapport à celui d'autres systèmes cellulaires (23). D'autre 
part, l'étude histologique des épithéliums, en cours de culture, a 
montré qu'une grande proportion de cellules restait intacte (7). Ces 
ceJlules n'étaient peut-être pas toutes en état d'être infectées ou 
(Travail de l'Institut Français de la Fièvre Aphteuse, 254, rue Marcel 
Mérieux. Lyon 78• Directeur: Dr Vre C. Mackowiak.) 
(•) DECP 50 : dose de virus provoquant l'êtlet cytopathogène dans 50 o/o 
des tubes de culture. 
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bien, étant donné l'épaisseur de l'assise cellulaire, le temps de cul­
ture ne permettait-il pas l'infection de toutes ces cellules ? Quelle 
qu'en soit la cause, nous avons pensé utiliser au maximum ces 
cellules en remplaçant le premier liquide de culture que nous préle­
vons à son optimum de qualité, par une quantité égale de milieu 
qu'il convient de récolter également au moment le plus favorable. 
Nous avons dénommé ce procédé : technique de multiculture (17). 
II. - MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Méthodes générales d'étude. 
La technique appliquée jusqu'ici (3) pour produire du virus 
aphteux sur explants d'épithélium lingual en survie, technique 
Frenkel, ainsi que les méthodes quantitatives sérologiques ou immu­
nologiques de contrôle des virus et vaccins ont été abondamment 
décrites: 
- culture du virus et préparation des vaccins (3, 13, 21). 
- mesure du pouvoir fixant le complément (1, 26, 27), 
- traitement du virus par le fluorocarbone (4) et exploitation des 
résultats obtenus (18, 24), 
- mesure du pouvoir infectieux (20), 
- schéma d'étude d'une culture expérimentale (2), 
- contrôle du pouvoir immunogène des vaccins sur cobayes et 
bovins (25, 29, 30). 
Mais c'est surtout grâce aux techniques quantitatives que des 
études systématiques et complètes de la multiplication du virus 
aphteux dans les deux liquides de culture ont pu être réalisées et 
ont abouti à la détermination de la durée optimale de contact de 
chaque liquide avec l'épithélium. 
2. Méthodes particulières d'étude. 
La qualité immunogène d'une préparation virale est fonction des 
valeurs F et � (24) qui traduisent pour nous les teneurs absolues et 
relatives de la préparation virale en virions. 
• La valeur N, titre fixant le complément du virus récolté, 
représente l'ensemble des particules de 22 mµ et 7 mµ. 
• La valeur F, titre fixant le complément de ce même virus après 
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traitement par le fluorocarbone (4), représente les particules immu­
nogènes de 22 mµ. 
• La valeur 
� 
indique la qualité du virus et reflète la concurrence 
antigénique due aux particules de 7 mµ (18). 
On obtient un virus de qualité dans le liquide de culture lorsque la 
valeur F � est optimale, c'est-à-dire lorsque la valeur F est assez 
proche de son maximum et la valeur � proche de l'optimum. Ceci 
est réalisé par des temps de culture relativement courts, correspon­
dant à un état d'équilibre du liquide surnageant, du point de vue 
pouvoir immunogène, la prolongation de la culture ne l'améliorant 
pas. Mais les divers facteurs de la préparation virale évoqués précé­
demment évoluent. Tout se passe donc comme si de nouvelles par­
ticules immunogènes se formaient, compensant la diminution du 
pouvoir immunogène due à la dénaturation d'une certaine propor­
tion de particules précédemment formées. 
Un phénomène semblable, mais plus précoce, s'observe dans 
l'épithélium traduisant soit une dégradation des éléments formés, 
soit plutôt un déséquilibre entre les synthèses protéiques et virales 
et peut-être un défaut d'encapsidation. En effet, la valeur F évolue 
peu, tandis que la valeur N augmente, ce qui entraîne la diminution 
F du rapport N .
Mais lors du deuxième temps de la culture, le matériel viral 
contenu dans l'épithélium est rapidement libéré dans le milieu exté­
rieur sous forme de virion et la synthèse du virus, soumise aux mêmes 
règles que précédemment, se poursuit. 
Pour nous, la prolongation du premier temps de la culture au-delà 
d'une certaine limite entraîne trois conséquences fâcheuses : mau­
vaise qualité de la première préparation virale, mauvaise qualité du 
virus libéré dans le deuxième liquide de culture et retard de la syn­
thèse du nouveau virus récolté. 
III. - RÉSULTATS 
Les résultats expérimentaux obtenus pendant près de trois ans 
à l'Institut Français de la Fièvre Aphteuse avec différentes souches 
de virus des trois types européens 0, A, C nous ont montré que, 
grâce à une deuxième culture dans un milieu neuf, il est possible 
d'obtenir un virus de bonne qualité. Pour nous, ces résultats confir-
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VACCINS (( Û1LAUSANNE 65 11 
Culture 
classique Multiculture Mul ticul ture 
� 
• 
• 
•••• 
Puissance bovine 
du vaccin = 2,7 6 3,5 
Les lésions sont représentées de la manière suivante : 
- un carré noir : lésions aphteuses étendues, 
- 1/2 carré noir : aphte limité, 
- un carré blanc : pas de lésion aphteuse. 
L = langue B = bouche P = pied 
Fia. 1. - Comparaison des vaccins produits par la technique de 
culture classique et la technique de multiculture : épreuve avec le 
virus 0 t Lausanne 65 par injection intradermolinguale de 
10.000 doses généralisantes pour le bovin. 
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ment l'hypothèse de travail proposée : à la fin d'une culture de type 
Frenkel, il reste des cellules capables de produire du virus, soit parce 
qu'elles n'ont pas été infectées, soit parce qu'elles n'ont pas eu le 
temps de libérer le virus dans le liquide de culture. Pour chaque 
souche de virus, des cultures expérimentales permettent de déter­
miner, avec une assez bonne précision, les temps optimaux que l'on 
devra adopter au stade industriel. 
- Les vaccins produits industriellement avec cette technique 
ont une valeur immunogène au moins égale à celle des vaccins 
préparés selon la technique classique (fig. 1), tout en nécessitant 
deux fois moins d'explants d'épithélium lingual de bovin. 
Titre infectieux (DECP 50)*. 
Titre fixant le complément : N-virus normal. 
----- Titre fixant le complément : F-virus traité par le fluorocarbone. 
---- Titre immunogène. 
FIG. 2. - Evolution du titre infectieux sérologique et immuno­
logique dans le liquide surnageant du premier temps de la culture 
du virus aphteux sur épithélium lingual de bovin en survie. 
(*) DECP 50 : dose de virus provoquant l'effet cytopathogène dans 
50 p. 100 des tubes de culture. 
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Titre infectieux (DECP 50) •. 
r __ ,_,. Titre fixant le complément : N-virus normal. 
---·· 
Titre fixant le complément: F-virus traité par le fluoro-carbone. 
----· Titre immunogène. 
î 
Fic. 3. - Evolution du titre infectieux, sérologique et immunolo­
gique dans le liquide surnageant du deuxième temps de la culture du 
virus de la fièvre aphteuse sur épithélium lingual de bovin en survie. 
- Ainsi la technique de Multiculture, permettant avec la même 
quantité d'explants d'épithélium lingual de bovin d'obtenir une 
quantité supérieure de virus, vient-elle encore confirmer la valeur 
de la méthode mise au point par Frenkel. Grâce à elle, se trouvent 
plus facilement résolus les problèmes posés par la production indus­
trielle de virus aphteux, dans les pays où la récolte d'épithélium 
lingual bovin s'avère difficile, d'autant plus que des essais prélimi­
naires laisseraient entrevoir la possibilité de réaliser plusieurs cul­
tures successives. 
- Mis à part cet intérêt pratique, les études ont permis d'appro­
fondir les connaissances concernant le développement du virus de la 
fièvre aphteuse et d'aboutir à un schéma de sa multiplication. 
(*) DECP 50 : dose de virus provoquant l'effet cytopathogène dans 
50 p. 100 des tubes de culture. 
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La figure no 2 montre le développement du virus dans une culture 
classique (ou premier temps d'une Multiculture) et permet de 
distinguer deux phases : 
• la première, de 6 à 8 heures, caractérisée par la stabilité relative 
du titre infectieux du virus dans le liquide de culture, et son augmen­
tation rapide dans l'épithélium, 
• la deuxième, de 8 à 10 heures, caractérisée par une multipli­
cation continue du virus dans l'épithélium et sa libération progres­
sive dans le liquide de culture, ce que traduit l'augmentation régu­
lière du pouvoir fixant le complément. 
La figure n° 3 montre qu'au cours du deuxième temps de la 
Multiculture, on assiste d'emblée à la deuxième phase de multipli­
cation du virus. 
* * * 
La méthode de Multiculture décrite ici se décompose donc en deux 
temps, le premier (correspondant à la culture classique) divisé en 
deux phases, l'une que l'on pourrait assimiler à une période d' adsor­
ption-pénétration du virus et saturation de l'épithélium, l'autre 
ainsi que le deuxième temps de culture, à une période de libération 
du virus dans le milieu. 
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